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研究成果の概要（和文）： Boronophenylalanine をペプチド化し、分子あたりのホウ素含有
率を向上させることを検討した。Fmoc 固相合成法で BPA 5 分子、ないし 10分子を有するペプ
チドの合成を行った。またこれらをもとに liposome を構成する lipopeptide を新規に合成し、
性能試験を行った。また、グルタチオンによるホウ素化合物の動態修飾を検討した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We synthesize novel peptide which consist of boronated amino-acid. 
We succeed the synthesis pentamer and decamer of bolonophenylalanine by 
fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-based solid-phase peptide synthesis. And we 
developed novel lipopeptide which containing boron, and liposome with it.  
We found the pre-treatment of glutathione modified the in vivo distribution of boron 
compounds. 
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１．研究開始当初の背景 
ホウ素と中性子の反応で得られるアルファ
粒子線を利用する中性子捕捉療法(BNCT)で
は、ホウ素源に、sodium borocaptate(BSH)
および Boronophenylalanine(BPA)の二剤を
用いる。 
(1) これまでわれわれは主に BSH の SH
基に注目し、細胞内の主たる thiol 化合物
であるグルタチオン(GSH)を枯渇させるこ
とによって、細胞への BSH 取込み増強効果
を見出し、細胞実験および動物実験で証明
した（Yoshida et.al Cancer Letters, 263, 
2008) 253-258）。 
(2) 一方 BPA については、フェニルアラ
ニンの類似体であることから、アミノ酸代
謝が盛んな細胞に取り込まれることが知
ら れ て い る 。 (Yoshida et.al Cancer 
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(3) これまでの結果から、SH 基をもつグ
ルタチオン類似ホウ素ペプチドを合成す
ることで、BPA と同様のアミノ酸取り込み
機序および、抗酸化物質である、グルタチ
オン代謝（シスチンの取り込み）を利用し
た腫瘍集積性のある新規ホウ素化合物が
合成可能と考えるにいたった。 
２．研究の目的 
ペプチドの組み合わせの最適な化合物を模
索し、従来ホウ素化合物に比べて、ホウ素濃
度、分布、中性子照射による治療効果実験に
おける有用性を検討する。 
３．研究の方法 
従来の照射で得られた結果より、ホウ素化合
物の限量および外照射の線量増加を行い、非
劣性を生存期間および無病再発期間などで
証明する。あわせて再発悪性脳腫瘍に対する
治療プロトコールを整備し、倫理委員会の承
認を得て、治療を行う。 
４．研究成果 
（１）グルタチオンによるホウ素代謝動態 
ラット（フィッシャー344）腹腔内に BSO
を 5 mmol/kg 投与し、0, 3, 6, 12, 24 時間
後の組織内 GSH を測定した。同様に、尾静脈
より Borocaptate Sodium (BSH) を 100mg/kg
投与し、組織内 GSH の経時変化を測定した。
各組織（脳、筋肉、肝臓）はホモジナイズし、
8000×g、4℃ で 10 分間遠心し、上清をサン
プルとした。血液は、ヘパリン採血し、1000
×g 、4℃で 10 分間遠心して血球を分離し、
４倍量の 5％ SSA を加えて溶血させ、8000
×g、4℃ で 10 分間遠心した上清をサンプル
とした。グルタチオン測定は、 Total 
Glutathione Quantification Kit （(株)同
仁化学研究所）を使用した。 
結果、BSH 添加後、各組織中のグルタチオ
ン濃度は上昇傾向を示した。また BSO 添付に
よって組織中グルタチオン濃度は低下する
傾向を示した。血球中グルタチオン濃度には、
有意な変化は見られなかった。 
いずれも肝臓内組織濃度は 24 時間後には
正常化する変化であった。BSH 添加時の GSH
変化は、24時間でほぼ0時間と同等に復した。
これらは、BSH の細胞内での wash out が早い
ことを示唆する。また細胞実験によっても同
様の事象が観察されており、BSO 投与によっ
てホウ素化合物の代謝を修飾することが可
能であることが示唆された。 
（２）新規ホウ素ペプチドとその応用 
ホウ素含有アミノ酸を用いたペプチド合成
に つ い て 検 討 を 行 っ た 。
Boronophenylalanine をペプチド化し、分子
あたりのホウ素含有率を向上させることを
検討した。Fmoc 固相合成法で BPA 5 分子、
ないし 10 分子を有するペプチドの合成を行
った。HPLC での分析を行ったが、ピークが広
く化合物の同定が困難であった。BPA の縮合
効率が悪い可能性があり縮合剤の検討がこ
れから必要であると考えている。 
引き続いて、新規にホウ素含有 Lipopeptide
（PBL）をデザインした。今回あらたに合成
した化合物 2 種（A,B）は、いずれも、親水
性で、細胞毒性がひくい。これらを構成要素
とする liposome を開発することで、ホウ素
濃度の向上を目指した。癌組織は正常組織と
異なり、血管透過性が亢進しており、これを
利用し、サイズを 100nm 前後に調整すること
で腫瘍血管からは漏出し、腫瘍へと集積する。
（Liposome の EPR 効果）。このメカニズムを
利用し、血中滞留性をあげることで、腫瘍内
ホウ素濃度を向上させる目的でリポソーム
に修飾可能な新規分子の開発を Fmoc 固相合
成法により合成し、行った。 
A は細胞膜通過ドメインをもつことで、機
能性 liposome の組成となることを目標と
した。 
①リポソームへの新規Lipopeptideの修飾  
化合物 A を 5% を DSPC 45% ,cholesterol 
45%, DSPE-PEG 5%で混合し、脂質白膜法で
作製した Liposome をサイズ排除クロマト
グラフィーにより、Liposome 画分、micelle
画分、単分子画分に分離し Lipopeptide の
含量を定量した。 
蛍光分光光度計により Lipopepide の指標
である Trp を測定した。 
②Aを構成要素とした-Liposomeの in vivo 
実験 
CT26 マウス大腸癌細胞株 (5×106cells) 
を 100μL をマウス(Bala/c mice)腹部に皮
下注し、モデルマウスとした。リポソーム
を脂質濃度 100 mmol/L に PBS を用いて調
製し、リポソーム 100μmL を尾静注により
添加後、2,24,48 時間ののちに解剖し、各
種臓器を採取した。測定には ICP-AES を用
いて行った。ICP-AES によりサンプルのホ
ウ素イオン濃度を測定し、ペプチド修飾リ
ポソームの細胞導入効率の検討を行なっ
た。 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
右 2４時間後、左 4８時間後の血液・腫瘍
内ホウ素濃度 
24 時間後に T/B 比は約 2.5 となったが、腫
瘍集積濃度は10ppm程度と治療可能域に至
らなかった。４８時間後にはさらに濃度は
低下し、細胞実験で認められた選択的ホウ
素濃度上昇が持続しない結果であった。粒
子が培地でなく、血液中に投与された場合
の安定性、および血管内での安定性ないし
は他臓器でのトラップなどが考えられる。 
 
③BSH をもとにした新規ホウ素化合物の合成 
B は、BSH を骨格にもつことでホウ素分子含
有率を増加させるとともに、BSH の血液滞留
性、腫瘍選択性を高める試みを行った。いず
れも、TOF-MS および HPLC で高純度、高収率
の合成が可能であった。これを用いたホウ素
含有 Liposome を PBL の濃度を変えて作製し
た。 
新規 lipopeptide による liposome 性能 
A を組成に加えた Liposome は、細胞内導入効
率の向上を認めたが、細胞選択性がなく、ま
た動物において急性毒性を示した。B を用い
た Liposome は、粒子径は 100nm 前後を示し、
ゼータ電位は本化合物の修飾率に関係なく、
アニオンを示した。この結果、本化合物によ
る liposome 形成への影響は低く、高密度修
飾が可能であった。これを細胞に投与した。
BSH 同様に低毒性であることが示された。粒
子径を調整することによって、血液対流性の
向上およびそれによる passive targeting 
effect を持つことが期待される。 
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